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(57) Abstract 



The invention concerns chemoluminescent acridinium derivatives of formula (I) in which Ri to R13 are substituents not hindering 
the expression of chemoluminescence, provided that at least one of the substituents R12 and R13 comprises, as single element or element 
binding with an acridium derivative, an atom other than carbon. 



(57) Abrege 

La pr^sente invention concemc des d6riv6s d' acridinium chimioluminescents de formula (1) dans laquelle Ri ^ Rn sont des substituants 
n'empechant pas Texpression de la chimioluminescence, 6tant entendu que Tun au moins des substituants Rn et R13 comporte. comme 
616ment unique ou comme ^16ment de liaison au d^rivd d' acridinium, un atome autre que le carbone. 
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Description 

DERIVES CHIMTOLUMINESCENTS TTETEROCYCLTOnES , 
Ob jet de 1^ invention. • 

La pr6sente invention concerne des d6riv6s 
chiiaioluminescents d'acridinium ainsi qu'un conjugue 
comprenant un de ces d6riv6s, li6 ^ un coiaposant biologique 
5 sp6cifique» 

Un autre aspect de 1' invention concerne la 
trousse de diagnostic et/ou de dosage comprenant ce 
conjugu^ ou un de ces d6riv6s, et 1 'utilisation du conjugu^ 
ou d'un de ces derives chimioluiuinescents pour le dosage 
10 et/ou la detection d'un compost biologique specif ique. 
Arrifere-plan technologique ^ la base de 1' invention. 

La chimioluiainescence est une formation de 
luiui^re obtenue par une reation chiinique, Le m^canisme 
general de cette reaction a 6te notaminent d^crit par 
13 Schuster et al (Advances in Physical Organic Chemistry, 
187-238 (1984)) par la reaction suivante : 

A B* B -f- hV 

Le compose A, par une reaction chimique, physique 
ou biochimique (le plus souvent par une oxydation avec un 
20 peroxyde) donne un produit h un ^tat excite ("B*") qui 
revient ^ l'6tat fondamental par 1' Emission de lumi^re 
(hV), 

Ce proc^d^ de chimioluminescence est largeraent 
^ utilise en chiraie analytique et en biologie clinique, 
2 5 notamment pour les immunodosages ( cUeraoluminescence imrauno 
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assay ou "CLIA" ) . 

Les demandes de brevet EP-A-273115, EP-A-257541 
et EP-A-263657 d^crivent des composes chimioluminescents 
h6t6rocycliques d6riv6s d'acridinium, de ph6nantridinivurm 
5 de quinol6niuin et d'isoquinol^nium et leurs isomferes^ 
eventuellement conjugu6s k des antig^nes, des anticorps ou 
des acides nucl6iques pour etre utilises dans des tests de 
chimioluittinescence . 

Le pouvoir chimioliuninescent de ces d6riv6s est 

10 calcul6 par 1' emission de lumifere engendr6e au contact de 
I'eau oxyg6n6e en milieu alcalin. Des etudes r6alis6es par 
F. McCapra (Accounts of Chemical Research (1976), 9, 6, p. 
201-209) ont permis d'^tablir un m^canisme • de 
chimiolximinescence des composes d'acridinium. II postule 

15 la formation d'un interm6diaire reactionnel excit6 
(diox6t2Lne) qui se decompose en CO2 et en m6thylacridone . 
II implique 6galement le d^placement par HaOa d'un 
groupement partant Y. Ce d^placement serait, selon la 
th^orie g6n4ralement admise, possible pour des d6riv6s 

20 pr6sentant tin groupement Y poss^dant un pKa inf^rieur ^ 
celui de I'eau oxyg6nee (pKa < 12). 

La demande de brevet W095/19976 decrit des d6riv6s 
h^terocycliques d'acridiniuin, de phenantridinium, de 
quinol6inium et d'isoquinol^nium ainsi que leurs isoraferes 

25 et derives quelconques obtenus par substitution, am61ior6s, 
en particulier des d6riv6s stables et/ou presentant une 
chimioluminescence 61ev6e, notamment lorsque la valeur jiu 
pKa du groupement partant est elevee, de preference lorsque 
le pKa est sup^rieur ^ 12. 

3 0 Buts de 1 ^ invention , 

La presente invention a pour but d'obtenir des 
d6riv6s d'acridiniura apparentes chiraiquement h ceux d^crits 
dans la demande de brevet W095/19976 pr6cit6e, de synthase 
ais6e, qui off rent en outre de nombreuses possibilites 

3 5 d' adaptation comportant notamment une serie de 
modifications chimiques telles que le greffage d'un bras 
(spacer), le but etant entre autres d'orienter le couplage 
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vers des fonctions habituellement peu accessibles lors du 
marquage de prot6ines telles que les groupements phenols et 
thiols. 

La pr6sente invention a 6galeinent pour but 
5 d'obtenir des d6riv6s chimioluiainescents caract6ris6s par 
une courbe dose - r6ponse peinnettant leur utilisation dans 
le dosage et/ou le diagnostic sur une large plage de 
concentration ♦ 

Un dernier but de la pr^sente invention est 
10 d'obtenir une trousse de diagnostic comprenant ledit d6riv6 
chiraioluiainescent actif et/ou stable • 
plements caractdristiques de 1^ invention. 

La pr^sente invention concerne des d6ri?v6s 
d'acridiniuia chimioluminescents de formule : 

15 



20 




25 C 

dans laquelle h R^^ sent des substituants 

n'empechant pas 1' expression de la chiraioluminescence , 

30 etant entendu que I'un au moins des substituants R^^ et Rj,3 
comporte, comme Element unique ou comine element de liaison 
au d6riv6 d'acridinium, un atome autre que la carbone. 

De pr^f^rence, dans les derives 
chiitiioluininescents selon 1' invention, A est un ion 

35 complementaire choisi parmi les ions halogeno, nitrate, 
sulfate, iodomercurate , trif luorom^thanesulf onate , tartrate 
et phtalate, ci Rn sont I'hydrog^ne ou des radicaux ^e 
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type Ri4 ou B-R^,, oCi B repr^sente un groupe ou un atome de 
liaison et R^^ represente un radical hydrocarbon^ pouvant 
contenir un ou plusieurs h6t6roatoines , R^^ et R^^ sont des 
substituants identiques ou dif f 6rents dont la fonction 
5 porte sur la chimioluiainescence et sur le couplage, I'un 
des substituants R^^ et R^, comportant conune 616ment unique 
un atome d'halog^ne ou comportant comme 616ment de liaison 
au d6riv6 d'acridinium un atome choisi parmi les azotides 
et les chalcogdnes, tandis que 1' autre des substituants Ria 

10 et Ri3 est semblable aux substituants R^ ^ Rii, ^ 1' exception 
de I'hydrog^ne. 

De preference, dans les derives 
chimioluminescents selon 1' invention, B represente darts la 
formule B-R^^, un groupe - (CH^yn - oti n represente un 

15 nombre entier de 1 a 5, B represente egalement un groupe 
contenant un azotide ou represente un chalcogene, de 
preference un groupe azote ou I'oxygene deux fois lies, R^^ 
etant tel que defini precedemment. Et plus 
particulierement, R^.^ est un radical choisi parmi le groupe 

20 constitue par alkyle, alkenyle, alkynyle, aryle, 
arylalkyle, heteroaryle et heteroarylkyle eventuelleraent 
substitues. 

Plus particulierement encore, dans ces derives 
chimioluminescents, R^ et R^^ sont I'hydrog^ne, I'un des 
25 substituants R^^ et R^^ est un substituant choisi parmi les 
halogenes et les groupes B-R^,, 1' autre des substituants R^^ 
et Ri3 etant semblable k B-R^, ou ^ R^,, B et R^^ etant tels 
que definis precedemment. 

Selon une forme d' execution preferee, de 
30 1' invention, les derives chimioluminescents sont les 
composes ; 

[ 1-ethoxy-l" ( 4-carboxyphenyl ) -1-iminomethane ] -10- 
methylacridinium-9-carboxylate 
ou 

25 { 1-ethoxy-l- [ 4"( 2-bromoethoxy ) -phenyl ] -1- 

iminomethane } -lO-methylacridinium-9-carboxylate 
ou 
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(l-chloro-l-ph6nyl-i-iminom6thane)-10 
m6thylacridiniuni-9-carboxylate 
ou 

[ l-benzyloxy-l- ( 4-carboxyph6nyl ) -l-iminoin6thane ] - 
5 10 -m6thy lacr idinium- 9 -carboxy lat e 
ou 

[ 1-chloro-l- ( 3-cyanoph6ny 1 ) -l-iminom^thane ] -10- 
in6thylacridinium-9-carboxylate 
ou 

10 [ l-chloro-l-( 2 ,4,5, - t r i f luoroph^nyl ) -1- 

iminom^thane ] -10-in6thylacridiniuin-9-carboxylate 
ou 

( 1-chloro-l-perf luoroph6nyl-l-iiQinom6thane ) *-10- 
inethylacridinitiia-9-carboxylate , 
15 Ces derives sent d^signes par les r6f6rences OXx 

k 0X7 respectivement et leurs formules de structure sont 
reprises au tableau 1 qui suit. 
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Un autre aspect de 1' invention concerne le 
conjugal comprenant un derive chimioluminescent selon 
1' invention li^ h un composant biologique specif ique. 

On entend par "compost biologique specif ique", 
5 toute xnol6cule biologique (lipide, saccharide, prot6ine, 
peptide, acide nucl6ique, — ) ou ensemble de molecules 
biologiques, specif iques d'une esp6ce ( virale, bact^rienne, 
v6g6tale , aniinale ou autre ) , d ' un individu , d ' une 
pathologie (telle que le cancer ou causae par un agent 
10 viral, bact^rien ou autre), d'une activite ou d'un syst^me 
biochimique (telle qu'une reaction enzymatique , . . . ) • 

Ledit composant biologique est susceptible d'etre 
d^tect^ et/ou dose, ou susceptible de servir au dosage 
et/ou h la detection d'un composant biologique specif ique. 
15 De preference, ce compost biologique sp6cifique 

est choisi parmi le groupe constitue par les anticorps, les 
haptfenes, les antig^nes, les acides nucl6iques, les 
agonistes, les transporteurs cellulaires, les acides gras, 
les lipides et/ou un melange d'entre eux. 
20 La presente invention concerne ^galement la 

trousse de diagnostic et/ou de dosage comprenant le 
conjugue ou un des derives chimioluminescents selon 
l'^ invention et 1 'utilisation du conjugue et/ou d'un derive 
chimioluminescent selon 1' invention pour le dosage et/ou la 
25 detection d'un compose biologique specif ique. 
Brfeve description des Ficaires, 

La figure 1 represente un schema g6n6ral de 
preparation des derives OX. 

La figure 2 represente le schema de synthase du 
30 derive 0X7. 

La figure 3 illustre la cinetique des Ac 
(anticorps) marques par 0X3, 0X5, 0X6 et 0X7. 

Les figures 4^6 illustrent la stabilite des Ac 
marques par OX6, 0X7 et 0X5 respectiveraent . 
35 Dans les figures 3 ^ 6 , le signal est exprime par 

le rapport entre I'intensite (en RLU) mesuree au temps t et 
1' intensity (en RLU) mesuree au temps t=0 . ^ 
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La figure 7 repr^sente 1' Evolution de la 
concentration en produit 0X7 en fonction du temps dans un 
tampon ^ pH 8. 

La figure 8 repr^sente un exemple de dosage de 
5 TSH avec Ac marque par 0X7. 

La figure 9 repr^sente le spectre infrarouge du 
pentaf luorobenzald^hyde . 

La figure 10 represent e le spectre infrarouge de 
la pentaf luorobenzaldoxime- - 
10 La figure 11 represente le spectre infrarouge de 

la pentaf luorobenzaldoxime chlor6e. 

La figure 12 represente le spectre infrarouge du 
produit de couplage de la pentaf luorobenzaldoxime chlor^e 
avec le chlorure de I'acide 9-acridine carboxylique , 6tant 
15 le 9-acridine carboxylate de 1-chloro-l-perf luoroph^nyl-l- 
iminom6thane . 

Les figures 13 h 15 representent les spectres 
infrarouge des marqueurs 0X7, 0X5 et 0X6, 

Les figures 16 ^18 representent les spectres de 
20 masse des marquetirs 0X5, 0X6 et 0X7. 

Les composes OX dont les formules sont reprise au 
tableau 1, ont tous 6t6 prepares en suivant le schema 
general de preparation decrit dans la figure 1. Leurs 
synthases ont necessity la synthase de 1 'aldehyde de depart 
25 (II) lorsque celui-ci n'6tait pas directement disponible. 

La premiere etape consiste k former I'oxime (III) 
par reaction entre 1' aldehyde (II) et de 1' hydroxy 1 amine. 
La reaction est realisee dans un tampon h pH 4,5-5. 

La chloroxime (IV) est pr6par6e par barbotage de 
30 chlore dans une solution d'oxime. 

Les chloro-derives ont et^ obtenus directement 
par couplage de la chloroxime au noyau acridine. Les 3 
autres d^riv^s ont 6te pr^alablement traites par un 
equivalent d'alcoolate sodique avant I'^tape de couplage au 
35 noyau acridine- L'alcooiate est prepare h partir de sodium 
et de I'alcool correspondant . 
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Les composes IV ou IVb sont couples au chlorure 
d'acide carboxylique dans un solvant organique additionn6 
de NETa- 

Les produits V ou Vb sont inethyl6s par le couple 
5 de r6actifs CHjI/HgCla ou le triflate de iri6thyle. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1: MODES OPERATOIRES COMMONS A CERTAINS DERIVES 
(FIG. 1). 

1, Synthase de 1' aldehyde II (pour les d6riv6s 
10 0X6 et OX7) . 

Les aldehydes employes dans la synthase des 
derives OX6 et 0X7 ont et6 realises par reduction des 
chlorures d'acides correspondants (chlorure d'acide 2,4,5- 
trif luorobenzolque ou 2,3,4,5,6-pentafluoroben2oique) . Le 

15 protocole utilise est le suivant: un Equivalent de chlorure 
d'acide est mis en presence d'1,1 Equivalents de BUjSnH dans 
du THF. Apr6s reaction, le THF est 6vapor6 sous vide et le 
rEsidu traitd par de I'eau. Ce dernier est ensuite extrait 
par de 1' Ether de pEtrole (Eb 40** C) puis passE sur 

20 charbon^ L'aldEhyde est obtenu par Evaporation sous vide. 

2. Formation de I'oxime III (pour tous les dErivEs)* 

Un equivalent d'aldEhyde dissous dans le 
I'Ethanol est additionne d'eau et de cinq equivalents de 
chlorhydrate d'hydroxylamine . Le pH est a juste ^ une 

25 valeur de 5 par ajout de NaOH ^ 5 %. Le solvant organique 
est EvaporE et I'oxime formEe est extraite au toluEne* La 
solution organique est sEchEe sur NaaSO* et passEe snr 
charbon. ELle est ensuite concentrEe sous vide et 
additionnEe de petrolEine 40** C. Le ref roidissement de la 

30 solution k -20' C provoque la cristallisation de I'oxiine, 

3, Transformation en chloroxime IV (pour tous les 
dEri vEs ) . 

La chloroxime est preparEe par barbotage de 
chlore dans une solution d'oxime dans un mElange 
35 CHCIa/dioxane prEalablement refroidi ^ 0** C. La reaction 
^ est complete et la chloroxime (III) est directement obtenue 
par Evaporation des solvants suivie,. lorsque la chloroxiiae 



wo 98/56765 



PCT/BE98/00087 



est solide k temperature ambiante^ d'une recristallisation 
par ajout de p6trol6ine 40* C. (la chloroxime des d6riv6s 
0X6 et 0X7 est liquide)- 

4- Etape de reaction avec tin alcoolate (pour d6riv6s 
5 OXl, OX2 et OX4). 

Obtiention du produit IVb, 

L' alcoolate est prepare par reaction entre un 
Equivalent de sodiura et d'un Equivalent d'alcool (Ethanol 
ou phEnol). La reaction est effectuEe dans I'alcool 
10 lorsque c ' est possible ( Ethanol ) ou dans 1 ' acEtone 
(phEnol), 

Un Equivalent de chloroxime dissous dans 
I'acEtone est directement mis en reaction avec un 
Equivalent d' alcoolate. Le pH du milieu est ajustE ^ 4,5 

15 par ajout de HCI concentrE et le prEcipitE formE (NaCI) est 
EliminE par filtration ou par centrifugation. La solution 
est additionnEe d ' eau . L ' evaporation des sol vants 
organiques provoque la cristallisation du produit. 

5. Couplage h I'acridine (pour tous les dErivEs). 

20 Obtention du produit VIb. 

L'acide acridine carboxylique est transf ormE en 
chlorure d'acide dans du chlorure de thionyle portE ^ 
reflux. AprEs transformation complete de I'acide, le 
chlorure de thionyle est Evapore sous vide, 

25 Un Equivalent des composes prEpares aux etapes 3 

(0X3, 0X5, 0X6 et 0X7) ou 4 (0X1, 0X2 et 0X4) sont couples 
avec un Equivalent de chlorure d'acide acridine 
carboxylique dans du THF additionne d'un exc^s de pyridine. 
Le THF est EvaporE sous vide et le residu repris dans du 

30 toluEne. On lave la phase toluenique h I'eau puis on la 
s^che sur du sulfate sodique anhydre. Le produit forme est 
soit cristallisE par ajout d'Ether de petrole (Eb 40* C) h 
la solution (0X1, 0X2, 0X3, 0X4 et 0X5) ou chromatographiE 
sur une colonne de silice en utilisant une phase toluEne 

35 /acEtate d'Ethyle/ acide acetique en propotions 2/1/0,01 
(0X6 et dX7). Les fractions correspondant au premier 
produit qui sort de la colonne sont rEcuperEes et 
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concentr^es sous vide. L' addition d'^ther de p^trole (Eb 
40^ C) provoque la cristallisation du produit. 

6. M^thylation des composes (pour tous les d6riv6s)- 
Les produits obtenus ^ l'6tape 5 sont m6thyl6s 
5 par le couple de r6actifs CHji/HgCla. La reaction est 
r6alis6e sur un melange intime de 50 lag de produit avec 50 
mg de HgCla additional de l ml de CHjI. Elle se d6roule 
dans une bombe port6e h lio* C durant 2h30. Aprfes 
reaction, la bombe est r6frig6r6e ^ -20* C. Aprfes 
10 refroidissement et decantation du contenu de la bombe, le 
surnageant est dlimine et les cristaux de produit m6thyl6 
sont laves successivement par du CHjI puis par de I'^ther 
didthylique. Le produit m^thyle peut 6ventuellement; etre 
recristallise dans un melange ac6tone/6ther di^thylique. 
15 EXEMPLE 2: SYNTHESE DE LA SONDE OX7 (FIG. 2) OU 

( 1-CHLORO-1-PERFLUOROPHENYL-1--IMINOMETHANE ) -1 0- 
METHYLACRIDINIUM-g-CARBOXYLATE • 

1. Preparation de la pentaf luorobenzaldoxime (!)• 

20 g de pentaf luorobenz aldehyde sont mis en 
20 solution dans 400 ml d'6thanol. D'autre part, 25 g de 
chlorhydrate d'hydroxylamine sont solubilis6s dans 200 ml 
d'eau. La solution agueuse est ajout^e k la solution 
alcoolique et le pH de la solution resultants est amene a 
5 par addition de NaOH 2N. Aprfes transformation complete 
25 (CCK) , ori cristallise I'oxime par evaporation de I'ethanol 
de la solution. Le produit est isole par filtration et 
lave abondamment ^ I'eau. 17,8 g de pentaf luorobenzaldoxime 
sont recuperes apres sechage du pr^cipit^ (rendement 82 %). 

2. Preparation de la chloropentaf luorobenzaldoxime 
30 (II). 

1 g de pentaf luorobenzaldoxime est mis en 
solution dans 15 mi d'un melange dioxanne-chlorof orme 
(1:1). Cette solution est refroidie ^ o' C et satur^e par 
du chlore. Apr^s 90 minutes de reaction, la transformation 
35 est complete (CCK). Les solvants et I'excfes de chlore sont 
61imines sous pression reduite et le r^sidu est utilise tel 
quel dans I'^tape suivante. 
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3, Couplage de la chloropentaf luorobenzaldoxime (II) 
au chlorxire de I'acide 9-acridine carboxylique 
(III)- 

1^05 g d'acide 9-acridine carboxylique est 
5 transfona6 en chlorure d'acide par traitement au chlorure 
de thionyle (10 ml) contenant une trace de N- 
dimethyl formamide pendant 90 minutes h 85* C. L'excfes de 
chlortire de thionyle est 61iinin6 sous depression. Le 
chlorure d^acide (III) obtenu sous forme de chlorhydrate 

10 est mis en suspension dans 20 ml de tetrahydrofurane et 
neutralise par 5 Equivalents (2400 /il) de tri6thylamine. 
Le produit obtenu 4 l'6tape prec6dente est dilu6 dans 10 ml 
de tetrahydrofiarane et additionnE k la solution de chlorure 
d'acide. Apr^s 30 minutes de reaction, le solvant est 

15 elimine sous depression et le residu est solubilisE dans un 
minimiam de chloroforme. La phase organic[ue est lav^e trois 
fois par 40 ml d'eau, d6cantee et s6ch6e sur sulfate 
sodigue anydre, Le solvant est 61imin6 au rota vapor et le 
r6sidu est diluE par xin minimum de toluene et abandonnd i 

20 la cristallisation ^ 0* C pendant une nuit. Le produit est 
filtre, lave par du toluene froid puis par de 1 'Ether de 
petrole. II est ensuite sechE sous vide en presence d'un 
dessEchant. 1,8 g de produit (IV) sont rEcuperes apr^s 
sechage (rendement 85 %). 

25 4, N-m6thylation du produit (IV) et obtention du 

traceur chimi ©luminescent 0X7 (V) . 

50 mg du produit (IV) sont mis en solution jians 
2 ml de dichloromEthane anhydre et traitEs par 800 /il d'une 
solution h 10% de trif luoromEthanesulf onate de methyle dans 

3 0 le dichloromEthane. Apres 4h de reaction, le produit 
desire est prEcipite par addition modErEe d' Ether dans le 
milieu reactionnel* Le traceur est isole par filtration et 
lave successivement par de 1' Ether diethylique puis par de 
1' ether de petrole. 50 mg de 

35 produit (V) sont rEcupEres (rendement 73%). 
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Points de Fusion et donn^es chromatographiques . 





Compose N" 


Point de fusion ("C) 


Rf CCM 
SIL C/UV„j 


Rf CCM SIL 
R?18W/UV„^ 


5 


I 

IV 
V 


131 
206-207 
210-213 


0,87 
0,77 
0,00 


0,70 
0.31 
0,27 



Phases Mobiles 

10 CCM SIL G/0Vaa4: tolu6ne/ac6tate d'6thyle/acide ac6tique (2: 
l: 0,04). 

CCM DIL RPlSW/DVas^: ac6tonitrile/tainpon phosphate 0,1 m 
pH=3 (60: 40 heptanesulf onate sodique: 0,1 %). 
EXEMPLE 3: ESSAIS EXPEEIIMENTTAUX SDR LES SONDES OX. 

15 1. Rendement: de chimioluminescence 

Le rendement de chimiolvminescence des d^riv^s OX 
ne peut pas ^tre d^termin^ lorsgue les molecules sont k 
l'6tat libre. II est mesur6 apr6s couplage de ces produits 
k une prot^ine. A titre d'exemple, pour les d6riv6s 0X5, 

20 0X6 et 0X7, le taxix d ' incorporation sur la prot^ine est 
mesur^ par une m^thode f luorescente . 

Pour 0X7, on peut aussi quantifier la fluorescence emise 
par un derive de degradation; I'acridone. Le rendement 
quantique de la molecule de 0X7 conjugu^e k un anticorps 
25 anti-hCG a 6t6 lvalue h 1,10" RLU/mole. 
2. Cin6tique d' Emission 

Toutes les cin6tiques d' Emission enregistjees 
"avec des derives OX sont tr^s rapides. Plus de 95 % du 
signal est 6niis dans la seconde suivant 1' injection du 
30 r^actif d^clenchant la reaction chiraioluminescente . Heme 
couples, les derives de chloroximes conservent cette 
cin6tique parti culi^rement rapide. A titre d'exemple, la 
figure 3 reprend les cin^tiques observ4es sur des anticorps 
(Ac) marqu6s par les chloro-deriv6s . 
^5 3. Etude de stability 

De tous les oxines synthetis^s, les chloroximes 
apparaissent de loin les plus stables en presence de 
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prot6ines. Des mesures r^alisees par spectrom^trie de 
masse sur 0X7 ne montrent aucune variation significative du 
spectre de la molecule apr6s une incubation de 45 minutes 
dans un melange ac6tonitrile/eau (proportions 50/50). 
5 Cette stability chimique permet d'envisager le couplage de 
la sonde aux prot6ines via la fonction halog6n6e de la 
molecule. Toutes les mesures de stabilite effectu6es 
montrent que les oximes 0X5, 0X6 et 0X7 augmentent 
fortement leur stability en milieu aqueux aprfes couplage 

10 aux prot^ines. Les premiers resultats d'une etude de 
stability sur des anticorps marques par ces sondes sont 
donn6s dans les figures A, 5 et 6. Cette 6tude est 
r6alis6e ^ 25* C dans des tampons (0,1 M phosphate, 0,*15 M 
NaCl, 0,1 % NaN^, 0,1 % BSA) ^ pH 5 , 6 et 7. 

15 Dans les conditions experimentales decrites ci- 

aprfes, les premiers resultats montrent que la stabilite des 
traceurs diminue avec la basicity du milieu, ce qui est li6 
k la nature des sondes. lis montrent egalement que le 
traceur 0X5 est nettement moins stable que les traceurs 0X6 

20 et 0X7. Les cassures observees entre t=470 et t=560 heures 
sur les courbes des figures 4 et 5 ^ pH 5 et 6 permettent 
dif f icilement de conclure sur la stability exacte des 
traceurs 0X6 et 0X7 a pH 5 et 6 . Toutef ois , le traceur 
0X7 apparait comrae etant le plus stable des trois , et ce 

25 plus particuli^rement ^ pH 5 . Cette importante stability 
^ pH 5 permet d'envisager une longue conservation du 
traceur ^ 4° C. D'un autre cote, la stabilite de celui-'ci 
^ pH 7 permet d'envisager tous les immunodosages possible 
i ce pH. 

30 La stabilite de la sonde 0X7 est tr^s sensible au 

pH. En milieu acide (pH 5) la stabilite du compose est 
nettement plus ^levee qu'en milieu basique (pH 8), Lorsque 
la sonde est fixee h une prot^ine, sa stabilite augmente 
fortement et ce quelque soit le pH teste. 

3 5 3.1 STABILITE DE LA SONDE OX7 NON COUPLEE A PH 8- 

La stability de la sonde libre a ete testee k 25" 
C dans un milieu identique ^ celui employe dans l^s 
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reactions de marquage (pH du milieu: B)\ La degradation du 
produit a 6t6 suivie par analyse HPLC en utilisant conune 
support chromatographique une colonne (4x125 mm) des 
Lichrosphferes RP-18 (5 /xra) et comme phase mobile un melange 
5 ac6tonitrile/eau additionn6 d'acide d6cane sulfonique, 
d'hydroxyde de t6tram6thyle ammonium et d'acide 
trif luoroac6tique (pH final: 2,5). 

La figure 7 presente 1' Evolution de la 
concentration en produit OX7 en fonction du temps dans un 
10 tampon ci pH 8. 

L'ajustement param^trique des donnees pr6sent^es 
par une fonction de type: 

Y = A* exp (-B*X) + c a conduit aux resultats suivants: 



15 



Parametre 


VaJeur 


Approx. SE 


95% intervajle de confidnce 


A 


633 


constant 




B 




1 ,96 E-03 


0,036 a 0,0^1-6 


C 


6 


constant 





R" = 0,992,- Sy,x=18,i^2 



20 Le temps de demi-vie de la sonde libre obtenu en 

utilisant I'ajustement parametrique est de 17 minutes* 
3.2 STABILITE DE LA SONDE OX7 COUPILEE A UN ANTICORPS, 

La stability de la sonde OX7 couplee a un 
anticorps.a ete testee ^ pH 5, 6 et 7 . Elle a ete evaluee 

25 par mesure de I'activite chimioluminescente d'^chantillons 
de prot^ine marquee vieillis dans des tampons 
phosphate/NaCl additionnes de proteines . L'ajustem^nt 
parametrique des donnees recueillies ^ pH 6 et 7 conduit ^ 
des temps de derai-vie de I'ordre de 600 et 375 heures . Par 

30 centre ^ pH 5, le temps de demi-vie est nettement plus 
important (les faibles variations de signal enregistrees 
sur une p6riode d' environ 2 mois ne permettent pas un 
ajustement parametrique valable). 

4.1 MARQUAGE D' ANTICORPS ANTI-TSH PAR LA SONDE 0X7 

35 25 iiq d'anticorps en solution dans 100 fil de 

, tampon de marquage (solution 0,1 M phosphate de sodium, 
0,15 M NaCl ajustee h. pH 8,0) sont additionnes de 10 ^1 
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d'une solution de OX7-m6thyltrif late dans I'ac^tonitrile 
(solution 0,5 mg/iul). Aprfes homog^n^isation, le melange 
r6actionnel est incub6 durant 15 minutes ^ temperature 
ambiante, L'exc^s de sonde 0X7 est neutralist par ajout de 
5 100 lil d'une solution de lysine dans le tampon de marquage 
(solution 1,5 mg/ml). Apr6s une nouvelle incubation de 5 
minutes & temperature ambiante, le milieu est 
chromatographic sur une colonne (50x1 cm) de s6phadex G25. 
La colonne chromatographique est tqui librae et 61uee avec 

10 un tampon 0,1 M phosphate, 0,15 M NaCl. 0,1 % NaN^ contenant 
de la BSA (lg/1) et a juste k p 5,0. Les fractions 
chromatographiques sont lues par mesure de 
chimioluminescence. Les fractions correspondant au'pic 
d'anticorps sont rassemblCes et conserves dans le tampon de 

15 purification h une temperature de 4*" C, 

4.2 DOSAGE DE TSH AVEC LES ANTICORPS MARQUES PAR OX7. 

Un dosage non optimise de la TSH a 6t6 r6alis6 en 
suivant un protocole identique h un dosage IRMA commercial 
avec des anticorps anti-TSH marques par la sonde OX7. Le 

20 protocole utilise comporte les etapes suivantes: 

• preparation du traceur par dilution du pic d' anticorps 
marques dans un tampon traceur ^ pH 7,0 (dilution 50x); 

• remplissage des differents tubes coates avec 200 /il de 
standards (0, 0,15, 0,5, 1.5, 4, 15, 50 et 85 jil/ml) ; 

25 • agitation durant 2h k temperature ambiante; 

• aspiration du contenu de chaque tube; 

• ringage des tubes avec un tampon de lavage (operatiorf 
realisee 2 fois) et elimination de la phase liquide par 
aspiration; 

30 • lecture de la chimioluminescence des differents tubes. 

La courbe de calibration obtenue (Fig. 8) montre 
que des anticorps marques par la sonde 0X7 peuvent 
parfaitement convenir comme traceur chimioluminescent dans 
le cadre d'un dosage necessitant une grande sensibility. 
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10 



formule: 



REVENDICATIONS 
D6riv6s d'acridinium chimioluminescents de 



R4 '^C-R; Rn 




(I) 



15 

dans laquelle h R^^ sont des substituants 
n'einpechant pas 1' expression de la chimioluminescence, 
6tant entendu que I'un au laoins des substituants R^^ et R^^ 
coiaporte, coirune 616ment unique ou comme 616ment de liaison 
20 au derive d'acridinium, un atome autre que le carbone. 

2, D6riv6s chiiaioluminescents suivant la 
revendication 1, caract^rises en ce que: 

A est un ion complexaentaire choisi parmi les ions 
halogeno,. nitrate, sulfate, sulfonate, iodomercurate , 
25 trif luorom^thane sulfonate, tartrate et phtalate, 

R;, h Rj,i sont I'hydrog^ne ou des radicaux de type 
Ri* ou B"Ri4 oH B repr^sente un groupe ou un atome de liaist)n 
et R:l4 represente un radical hydrocarbon^ pouvant contenir 
un ou plusieurs heteroatoines , 
30 R12 et sont des substituants identiques ou 

differents dont la fonction porte sur la chimioluminescence 
et sur le couplage, 

I'un des substituants R^^ et R,.3 comportant coime 
Element unique un atoiae d'halogfene ou comportant comme 
35 616ment de liaison au derive d'acridinium un atome choisi 
^ parmi les azotides et les chalcog^nes, tandis que 1' autre 
des substituants R^^^ et R13 est semblable aux substituants 
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k Rj,x, ^ 1' exception de I'hydrog^ne. 

3 , D6riv6s chimioluminescents suivant la 
revendication 2, caract6ris6s en ce que, dans la formule B- 

5 B repr6sente un groupe -(CH2)n-, oCi n represents 

un noittbre entier de i ^ 5, B repr6sente ^galement un groupe 
contenant un azotide ou repr^sente un chalcog^ne de 
preference un groupe azote ou I'oxygene deux fois lies, Rj.^ 
etant tel que defini precedemment . 
10 4. Derives chimioluminescents suivant la 

revendication 3, caracterises en ce que: 

Ri4 est un radical choisi parmi le groupe 
constitue par alkyle, alkenyle, aryle, arylalkyle, 
heteroaryle et heteroarylkyle eventuellement substitues. 
15 5. Derives chimioluminescents suivant les 

revendications 3 et 4, caracterises en ce que: 
Ri^ Ria sont I'hydrogene, 

I'un des substituants R^^^ et R^^ est un stibstituant 
choisi parmi les halogenes et les groupes B-Rx*, 
20 1' autre des substituants R^a et etant semblable 

k B-Ri4 ou ^ Ri4, B et R^, etant tels que definis 
precedemment . 

6. Derives chimioluminescents suivant la 
revendica-t^ion 5, de formule: 
25 [ 1-ethoxy-l- ( 4-carboxyphenyl ) -1-iminomethane ] -10- 

methylacridinium-9-carboxylate 

ou ^ 

{ 1-ethoxy-l- [4-(2-bromoethoxy)-phenyl]-l- 
iminomethane } -lO-methylacridinium-9-carboxy late 
30 ou 

( 1-chloro-l-phenyl-i-iminoraethane) -10- 
methylacridinium-9-carboxylate 

ou 

[ 1 -benzyloxy-1- ( 4-carboxyphenyl ) -1-iminomethane ] - 
35 lO-methylacridinium-9-carboxylate 
s ou 
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[ l"Chloro-l- ( 3"Cyanophenyl ) -l-iminom^thane ] -10- 
m^thylacridinium-S-carboxylate 
ou 

[l-chloro-l-(2,4,5-trifluoroph6nyl)-l- 
5 irainoia6thane ] -10-m6thylacridinium-9-carboxylate 
ou 

( l-chloro-l-perf luorophenyl-l-iminom^thane ) -10- 
in6thylacridinima-9-carboxylate . 

7. Conjugal ' comprenant un d6riv6 
10 chiinioluminescent selon I'une quelconque des revendications 

1^ 6 lie 6ventuelleinent par I'interm^diaire d'un bras h un 
composant biologique specifique choisi panui le groupe 
constitu6 par les anticorps, les haptfenes, les antig^nes, 
les acides nucleiques, les agonistes, les transporteurs 
15 cellulaires, les acides gras, les lipides et/ou un melange 
d'entre eux. 

8. Trousse de diagnostic et/ou de dosage 
comprenant le con jugu6 selon le revendication 7 ou un 
derive selon I'une quelconque des revendications 1^6, 

20 9, Utilisation du conjugue selon la revendication 

7 ou d'un derive selon I'une quelconque des revendications 
1 a 6, pour le marquage de proteines, le dosage et/ou la 
detection d'un composant biologique specifique choisi parini 
le groupe . constitue par les anticorps, les hapt^nes, les 

25 antigenes, les acides gras, les lipides et/ou un melange 
d'entre eux. 
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